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Abstract
Validationfor analysisof enrofloxacininjectionmethodusingspectrophotometryhasbeenconducted.
Enrofloksasinin asolutionofNaOH (sodiumhydroxide)0.1N, measuredatthemaximumwavelength(A)271
nm.Theparametersof validationthatwerecarriedoutareprecision,accuracy,linearity,limitof detectionand
limitof quantitation.Precisionshowedgoodresultswithcoefficienvariation(CV) resultssmallerthanthatof
CV Horwitz.Accuracyparameterscalculatedbythemethodofanalysistodeterminelevelsofanalyteinaknown
activeingredientpurityandyielded0.449%.Linearityparametersshowedgoodresultswithr =0.9996.Limit of
detectionvaluewasobtainedfor 0.757flg / mL andlimitof quantificationof 2.522flg / mL. The resultsof
validationtestofenrofloxacininjectionanalysisusingspectrophotometricmethodcanbeusedasagoodmethod
toprovideavalidtestofqualityassuranceveterinarydrugs.
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Abstrak
Telahdilakukanvalidasiterhadapmetodeujikadarobathewanenrofloksasindalambentuksediaani jeksi,
digunakanmetodespektrofotometri.EnrofloksasindalamlarutanNaOH(natriumhidroksida)0,1N, diukur
padapanjangelombangmaksimum(A)271nm.Parametervalidasiyangdigunakanantaralain:presisi,akurasi,
linearitas,batasdeteksidanbataskuantitasi.Parameterpresisimenunjukkanhasilyangbaik,denganilai
koefisienvariasi(CV)hasiluji lebihkecildaripadaCV Horwitz.Parameterakurasidihitungdenganmetode
analisisuntukmenetapkankadaranalitdalambahanaktifyangdiketahuikemumiannyad nmemberikanhasil
0,449%.Parameterlinearitasmenunjukkanhasilyangbaikdenganilair=0,9996.Nilaibatasdeteksidiperoleh
sebesar0,757flg/mLdannilaibataskuantitasiebesar2,522flg/mL.Hasilvalidasiuji kadarenrofloksasin
bentuksediaaninjeksidenganmetodespektrofotometrimemberikanhasi1yangdapatditerimadandapat
digunakansebagaimetodeyangvaliduntukmenjaminmutuhasilujiobathewan.
Kata kUDCi:validasi,enrofloksasin,spektrofotometri,presisi,akurasi
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Pendahuluan
Salahsatumisi,tugasdanfungsiBalaiBesar
PengujianMutu dan SertifikasiObat Hewan
(BBPMSOH) dalamSK MenteriPertanianNo.
628/Kpts/OT.140/12/2003adalahmelaksanakan
pengembangantehnikdanmetodapengujianmutu
obathewan.Balai BesarPengujianMutu dan
SertifikasiObatHewan,selakulaboratoriumpenguji
harusmelakukanvalidasiterhadapmetodebaku
yangdimodifikasi,denganberpedomanpadaISO
SNI/IEC17025:2008.
MenurutISO IEC 17025:2008,validasiadalah
konfirmasimelaluipengujiandanpenyediaanbukti
obyektifbahwapersyaratantertentuntuksuatu
maksudterpenuhi(Hadi,2007).Salahsatujenis
validasiadalahvalidasimetodeanalisis/pengujian
(Aswad dkk., 2011).Metodepengujianialah
prosedurtertentuntukmelaksanakanpengujian.
Validasimetodepengujianadalahsuatutindakan
penilaianterhadaparametertertentu,berdasarkan
percobaanlaboratorium,untukmembuktikanbahwa
parametertersebutmemenuhipersyaratanuntuk
penggunaannya(Harmita,2004).Parameterunjuk
kerja pengujian antara lain adalah presisi
(keseksamaanlrepitabilitas),akurasi(kecermatan)
(Shelkedkk.,2009),spesifisitas( elektifitas),batas
deteksi,bataskuantitasi,rentanglinearitas,kekuatan
(robustness)danketangguhan(rudgedness)(Hadi,
2007;Harmita,2004).Pemilihanparameteryang
akan diuji tergantungdari jenis dan metode
pengujianyangakandivalidasi.
Penggunaanmetodeyangvalid memegang
perananyangpentingunamendapatkandatayang
validdarisuatulaboratorium,disampingpengujian
dilakukanolehpersonelyangkompeten,dengan
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instrumentasiyangtelahterkalibrasiertasumber
daya laboratoriumyang mendukung.Tujuan
memvalidasimetodeadalahuntuk mengetahui
sejauhmanapenyimpanganmetodetidakdapat
dihindaripadakondisinormal,denganseluruh
elementerkaittelahterlaksanadenganbaikdan
benar(Hadi,2007).
Validasi metodesangatdiperlukanoleh
laboratorium,karenadapatmengetahuit ngkat
kepercayaanyangdihasilkandari suatumetode
pengujian(Hadi, 2007).Hasil validasimetode
analisisdapatdigunakansebagaibahanacuanuntuk
menentukanapakahmetodetersebut dapat
digunakanuntukpengujianmutusecararutinatau
tidak.Validasiulangperludilakukanmeskipun
validasisebelumnyamenghasilkandatayangsesuai
dengankriteriapenerimaan,karenametodeyang
dinyatakanvalidpadakondisitertentubelumpasti
valid padakondisilain dikarenakanperbedaan
peralatandanpereaksiyangdigunakan,analisyang
mengerjakan,waktudan sebagainya(Oktavia,
2006).Selainitu,validasimetodemerupakansalah
satubentukjaminanmutuhasilkepadapelanggan,
denganmetodeyangdigunakantelahterbuktibaik,
makahasil yang dikeluarkanoleh BBPMSOH
adalahvalid.
Enrofloksasinmerupakanfluorokuinolon
pertamayangdiperkenalkandandigunakansebagai
obat hewan (Zahid dan Isnindar, 2013).
Kemoterapeutikaini adalahsenyawaquinolon
pertamayangdigunakandalamveteriner,yang
mempunyai aktivitas antibakterisidal dan
berspektrum antimikrobial luas terhadap
mikroorganismeGrampositifdanGramnegatif
(Dimitrovadkk.,2006)sertaaktifbaikpadafase
diam maupunfase pertumbuhandari replikasi
bakteridenganabsorbsiyanglebihbaikdandapat
mencapaijaringanlebihcepat(ZahiddanIsnindar,
2013).
Enrofloksasinsecarakimiadikenalsebagai3-
kuinolinasamkarboksilat,l-siklopropil-7-(4-etil-l-
piperazinil)-6-fluoro-1,4-dihidro-4-okso,dengan
rumusempirisC9H22FN303danberatmolekuldari
359,4g/mol(GambarI). Serbukkristalberbentuk
jarumberwamaputihatauagak uning,tidakberbau
danberasadantersediadalamgaramhidroklorida,
laktatdansodium.Enrofloksasinsangatlarutdalam
asam atau basa media, larut dalam
dimetilformamida,sedikitlarutdalamkloroform,
metanoldantidaklarutdalamair (Zahid dan
Isnindar,2013).
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Gambar1.Strukturkimiaenrofloksasin
Enrofloksasinmemilikiaktivitasantibakteri
berspektrumluasterhadapbakteriGramnegatifdan
Grampositifdanaktifbaikpadafasediammaupun
pertumbuhandarireplikasibakteri.Enrofloksasin
tidakmembentuki atankomplekdenganprotein
plasma,sehinggamemungkinkanmetabolitsecara
bebasmelewatimembranplasma(Mitchell,2006).
Enrofloksasinmerupakanantimikrobiayang
cukupluasdikenaldi duniaveteriner.Jumlahobat
hewanyangmengandungenrofloksasindantelah
terdaftardi Indonesiaterusmeningkatdari 62
produkenrofloksasinpadatahun2009menjadi73
produkenrofloksasinpadatahun2012(Anonim,
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2012).Peningkatanjumlahsampelyangcukup
signifikandan pentingnyamemberikanjaminan
mutuhasilpengujianobathewandenganhasiluji
yangvalidmakaperludilakukanvalidasiterhadap
metodepengujian.Penelitianini bertujuanuntuk
memvalidasimetodeanalisiskadarenrofloksasin
sediaaninjeksi menggunakanspektrofotometer
dengancaramelakukandanmenguraikantehnik
validasimetodeanalisis.
Materi danMetode
Bahanyangdisiapkanyaitusampelobathewan
injeksiyangmengandungenrofloksasin,natrium
hidroksida/N aOH (Merck) dan standar
enrofloksasin(Sigma-Fluka).Alat yangdipakai
dalampengujianadalahsebagaiberikut:neraca
digital (Libror),magneticstirrer,vortexmixer
(Iuchi),labuukur50mL,100mL,1000mL(Scott-
Duran),pipetvolumetrik(Pyrex-Iwaki-A),kuvet
dan spektrofotometerUV-Vis double beam
(Shimadzu).
Uji Presisi
Sejumlahsampelsetaradengan50-100mg
enrofloksasindipipetdandimasukkankedalamlabu
ukur50mL dandiencerkandenganpelarutNaOH
0,1N.Pengenceranbertingkatdibuatmenggunakan
pelarutNaOH0,1N sehinggadiperolehkonsentrasi
akhir10~g/mL(Anonim,2009).
Standarenrofloksasinditimbangdengantepat
10mg,kemudiandibuatpengenceranbertingkat
digunakanpelarutNaOH0,1N sehinggadiperoleh
konsentrasiakhir10 ~g!mL.Absorbansisampel
diukur denganspektrofotometerUV/Vis pada
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panjang elombangmaksimum271nm(Anonim,
2009).
Kadaryangdidapatdarisampeldihitungdan
pengujiansampeldi atasdiulangsebanyak7 kali,
kemudiandihitungkoefisienvariasi(CV) (BPOM,
2009;Harmita,2004).Rumusuntukmenghitung
persentasekadar enrofloksasinadalahsebagai
berikut(Rumus1):
Aspl CsXXd-x x 100%
Astd Cspl
Aspl
Astd
Cstd
Cspl
=absorbansiampel
=absorbansitandar
=konsentrasitandar
=konsentrasiampel
NilaiCV diperolehdenganmenghitungstandar
deviasi(SD) danrelatifstandardeviasi(RSD)
dengan rumus sebagaiberikut (Rumus 2)
(Kantasubrata,2011):
SD =
SD
RSD =
x
CV =RSD x 100%
n =jumlahpengulangan
x =kadarenrofloksasinpengujianke-x
x' =reratakadarenrofloksasin
Nilai CV hitungini, kemudiandibandingkan
denganCV Horwitz (Rumus3) (Kantasubrata,
2011):
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CV Horwitz (%) = t-O.510gC
CV hitung(%) < ;xCV Horwitz
C =konsentasianalitsaatdiukur
UjiAkurasi
Penghitunganuntuk kerja akurasi
digunakanmetodeanalisisdalammenetapkankadar
analit dalam bahan aktif yang diketahui
kemumiannya(BPOM, 2009).Sejumlah10 mg
standarenrofloksasinditimbangdan dilakukan
pengenceranhinggadiperolehkonsentrasiakhir10
)lg/mL. Absorbansi larutan tersebut diukur
menggunakanspektrofotometerUV/Vis pada
panjangelombangmaksimum271nm.Penetapan
kadarsepertidiatasdiulangsebanyak7kali(Hadi,
2007).Nilai perolehankembalidihitungdengan
rumus(Rumus4)(Kantasubrata,2011):
1nilaibenar- n nilai hitung1
Akurasi(%)= x 100%
nilai benar
Uji Linearitas
Sejumlah 10 mg standarenrofIoksasin
ditimbangdandibuatpengenceranbertingkatpada5
konsentrasi(BPOM,2009)digunakanNaOH0,1N
sehinggadidapatkankonsentrasi1,25;2,5;5,0;10
dan20)lg/mL.Absorbansit apkonsentrasitersebut
diukur menggunakanspektrofotometerUVNis
padapanjangelombang271nmdannilaikoefisien
korelasi(r) dihitung.Nilai r didapatdarianalisis
regresllinier dengan(Rumus5) (Kantasubrata,
2011):
y =bx+a
a =intersep
b =slope
x =absprbansi
HasHdan Pembahasan
Uji Presisi
Keseksarnaan(presisi)rnerupakanukuran
yangrnenunjukkanderajatkesesuaianantarahasil
uji individual,diukur rnelalui sebaranhasil
individualdarireratajikaprosedurditerapkansecara
berulang-ulangpadasarnpelyangdiarnbildari
carnpuranyang hornogen(Harrnita, 2004).
Pengujian presisi dilakukan dengan cara
keterulanganyangdilaksanakanolehpengujiyang
sarna. Hasil pengujiankadar enrofloksasin
rnenggunakanspektrofotorneterUVNis adalah
sebagaiberikut:NilaiCVpengujiani iadalah0,934
%, sedangkanCV Horwitzyangterhitungadalah
11,314%. CV hasilpengujiandenganrnetodeini
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lebihkecildaripadaCV Horwitz.MenurutHarmita
(2004),suaturnetodepengujiandikatakanseksarna
jika rnetodernernberikansimpanganbakurelatif
(RSD)atauCV2%ataukurang.Sedangkanr enurut
Kantasubrata(2011),persyaratanrepitabilitas
adalahbaikjikanilaiCVhitunglebihkecilatausarna
denganCV Horwitz,sehinggadapatdikatakan
bahwarnetodeuji enrofloksasinrnenggunakan
spektrofotornetriini rnernpunyaipresisiyangbaik
(Tabelldan2).
UjiAkurasi
Nilai akurasidihitungrnelaluipenetapan
kadarstandaruntukrnenernukanperolehankernbali
terhadapnilaikadarstandarsebenamya.
Tabel1.HasilUji KadarEnrofloksasindenganSpektrofotorneter
Pengulanganke:
1
2
3
4
5
6
7
Rerata
SD
RSD
KadarEnrofloksasin(%)
102,64
102,50
102,24
103,96
104,75
103,96
102,64
103,24
0,965
9,345x 10-3
Tabel2.NilaiPerolehanKembaliStandarEnrofloksasin
Pengulanganke:
1
2
3
4
5
6
7
Rerata
SD
CV (%)
KadarEnrofloksasin(%)
100,77
98,69
98,99
100,68
98,099
100,08
98,79
99,44
1,057
1,063
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Akurasi penghitungankadarenrofloksasindi
atasadalah0,449%. Semakinkecil nilai akurasi,
makasemakinmendekatinilai kebenaransuatuzat
(semakinakurat)(Kantasubrata,2011).Sedangkan,
menurutHarmita(2004),selisihkadarpadaberbagai
penentuanharus 5 % atau kurang pada setiap
konsentrasianalit denganproseduryangdilakukan.
Oleh sebabitu, metodeini memiliki akurasiyang
baik.
Uji Linearitas
Linearitasmerupakankemampuanmetode
Tabel3.HasHAbsorbansiuntukUji Linearitas
untukmendatangkanhasilujiyangsecaralangsung
sebandingdengankonsentrasianalitdalamsuatu
rentangkerjayangdiberikan(Harmita,2004).HasH
absorbansipadaujilinearitasterdapatdalamTabel3,
Gambar2.
Dari dataTabel3. Nilai r yangdidapatkan
adalah0,9996,sedangkansyaratsuatumetodeuji
mempunyailinearitasyangbaikjika nilai r lebih
besar0,98(BPOM, 2009).Hal ini membuktikan
bahwametodeuji enrofloksasindenganmetode
spektrofotometrimempunyailinearitasyangbaik.
StdEnrofloksasin(~g/mL)
0,00
1,25
2,50
5,00
10,00
20,00
Intersep
Slope
R
Absorbansi
0,000
0,118
0,235
0,491
0,989
1,872
0,00986
0,09408
0,9996
10 20
kons8ntrasl
y=O,094lx +0.0097
RJ =0.9991
~kurvastandar enro
-Linear (kurva
standarenro)
30
Gambar2.Kurvakalibrasilarutanstandarenrofloksasin
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BatasDeteksidanBatasKuantitasi
DefinisibatasdeteksimenurutRarmita(2004)
adalahjumlahterkecilanalit dalamsampelyang
dapatdideteksidan masihmemberikanrespon
signifikan dibandingkan dengan blanko.
Berdasarkanperhitungan,diperolehbatasdeteksi
padakonsentrasi0,757flg/mLuntukpengujian
enrofloksasindenganmetodespektrofotometri.In
berartibahwaenrofloksasinpada konsentrasi
tersebutmasihdapaterbacabsorbansinya,n mun
tidakdapatdigunakandalamperhitungan,karena
dapatmembuatbiasperhitungan.
Bataskuantitasimerupakanparameterpada
analisisrenikdandiartikansebagaikuantitasterkecil
analit dalamsampelyangmasihdapatmemenuhi
kriteriacermatdanseksama.Nilai bataskuantitasi
pada pengujian ini sebesar2,522 flg/mL.
Konsentrasitersebutmerupakankonsentrasiterkecil
yangtidakmenimbulkanbiasperhitungan.
Metodeuji kadarobathewanenrofloksasin
menggunakanspektrofotometertelah divalidasi
denganpresisi,akurasidanlinearitasyangbaik.
Nilaibatasdeteksinyayaitu0,757flg/mLdanbatas
kuantitasinyaitu2,522flg/mL.Berdasarkanhasil
validasini, makametodeuji kadarenrofloksasin
bentuksediaaninjeksidenganspektrofotometri
dapatdigunakansebagaimetodeuji yangbaik,
karenamampumemberikanjaminanmutuhasiluji
yangvalid.
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